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CONSIDERACGES SOBRE A MELIOIDOSE E O SEU AGENTE CAUSAL:
PSEUDOMONAS PSEUDOMALLEI

A. F. PESTANA DE CASTRO (1), O. CampepeELLI Filho (1), W. Grorar (1)
e C. A. SanTa Rosa (?)

RESUMO

Foram examinadas quatrocentas e cinquenta e cinco amostras de dgua de arrozais
das regides de Pindamonhangaba e Campinas (Estado de Sdo Paulo, Brasil), com
a finalidade de se tentar o isolamento de amostras de Pseudomonas pseudomallei.
Apesar de nosso clima, no que diz- respeito & temperatura e umidade, favorecer a
ocorréncia do microrganismo em nosso Estado, tomando-se como base as proprie-
dades culturais e bioquimicas, nenhuma das amosiras isoladas pdde ser classificada

como P. pseudomallei.

INTRODUCAO

A melioidose, doenga semelhante ao mormo
e que acomete o homem e animais, tem sido
descrita  em diversos paises, principalmente
aqueles situados no Sudeste Asiatico. Alguns
casos ocorreram também na Tailindia, Aus-
tralia, Filipinas, Estados Unidos, Panami e
Equador % 7.

Tanto no homem como nos animais a mo-
léstia é de cardter endémico e, embora rara,
é via de regra mortal. Caracteriza-se mormen-
te por quadros septicémicos e nas formas sub-
agudas ou cronicas pela formacdo de absces-
sos disseminados * % 10,

O agente causal da melioidose é uma bac-
téria Gram negativa denominada Pseudomo-
nas pseudomallel que em um exame bacterio-
légico comum pode passar por um contami-
nante banal *,

A maioria dos Autores que realizaram estu-
dos sistematicos sobre o germe, descrevem um
tipo de colonia caracteristico, obtido™ quando
o microrganismo € cultivado em 4gar simples
com 3% de glicerol: as coldnias inicialmente
pequenas e lisas, em incubacfo prolongada tor-
nam-se maiores (5 a 7 mm) e enrugadas
(Fig. 1). Entretanto, na auséncia de glicerol,

esta morfologia pode ndo aparecer, mantendo-

se a forma lisa, mesmo apés varios repiques.

Embora existam estudos taxondmicos bas-
tante complexos para a classificacio de espé-
cies do género Pseudomonas, admite-se que o
bacilo de Whitmore, como é também conhe-
cido o agente da melioidose, seja um micror-
ganismo que cresce em meio de Mac Conkey
contendo 10 u/ml de penicilina e 100 u/ml
de polimixina, em &gar glicerol (3%) con-
tendo cristal violeta na concentracdo de
1:200.000, porém nio cresce em meio de SS.
Nio produz indol, urease, nem H.S (T.AF.),
liquefaz a gelatina, d4 uma reacio de oxidase
positiva, reduz nitratos, ndo produz acetil-
metilcarbinol e oxida a glicose, lactose, mal-
tose, manitol e sacarose com a produgio de
4cido sem gas™. ,

Certas amostras de Pseudomonas aerugino-
sa ndo produzem pigmentagdo caracteristica
mesmo quando semeadas em meios A e B de
KinG * e, portanto, podem se confundir com
as formas lisas de P. pseudomallei®. Para a
diferenciacdo, recomenda-se a semeadura em
meios como o caldo simples contendo 4% de
cloreto de sédio, e em 4gar soja e tripticase
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Fig, 1 -— Cultura de P. psewdomeilel. Cultlvo e agar-sangue
Incubado a 370 durante 5 dias, Notar eolinias enrugndas, carne-
teristicns da espécie,

com (L1% de cetil-trimetil brometo de ami-
nio ' além da semeadura em meio de 55, ja
ciladeo,

A epidemiologia da melividose tal como pu-
blicada nos liveos-textos ¢ arlizos cientificos,
¢ extremamente confusa e contraditdria, com
VArios aspectos que merccem ser comentados
em detalhes,

Na espéeie humana a primeira verificagio
deve-se a StanTon & FLETCHER ¥ que des-
creveram a doenca como  uma enfermidade
adquirida de animais de laboratirio. Poste-
riurmi"'lil_l" 5 eSS ﬁutul'l’"ﬁ 1}]]“‘11’1'3.13“‘-1]3
em cobaios ¢ notaram gque a moléstia ocorria
em animais mantidos por diverses meses em
gainlas e que a sua transmissao experimental,
poderia ser conseguida por inoculagio da la-
vagem dos vegelais que eram fornecidos  a
estes animais como alimentagio. Sugeriram
entiio que os vegelais linham zido contamina-
dos por fezes de roedores silvestres, principal-
mente pelo fato de terem observado tamhbém,
embora raramente, a inlecgio nestes  ani-
maiz ¥, Deste modo, esta idéia de que os roe-
doves silvestres eram portadores de P, psew-
domallel persistin durante anos até recente-
menle, quando experiéncias realizadas por di-

1

versos Autores parecem comprovar gque tal as.
pecto nio corresponde & realidade,

Azzim, Caameon . otilizando-ze de téeni-
cas especiaiz de inoculaciio em cobaios jovens
e semendura em meio de Mac Conckey, con-
seguin demonstrar de maneira inequivoea a
presenca da bactéria no solo e na dgua.

Anteriormente, MiLLEr & col. ™, haviam
demonstrade que o hamster & o animal de Ja-
boratirio mais suscetivel & inocuolacio da P,
paeidomalled,

E sabido que a leptospirose é também uma
doenga profissional, acometendo diversos tra-
halhadores entre o= quais agueles que traba-
lham em arrozais % % Cyricsamente, FLLi-
son & eol. ", na Malasia, estavam levando a
eleito uma pesquisa para isolamento de lep-
tospiras de campos de arroz, quando da ino-
culacio de hamsters com dgua colhida nos
arrozais além de leptospiras, observaram inag-
meros casoz de morle nos animaiz inoculados
e doz quais = i=olava o agenle causal da me-
lividose. FEm conseqiineia disto, estes dltimos
pesquisadores iniciaram uma pesquisa a fim
de avaliar a eficiéncia dos hamsters no isola-
mento do micrerganismo do solo e da dgoa.
De wm tolal de 1,120 amostras de dgua e
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1.078 de terra, conseguiram isolar 52 amos-
tras de P. pseudomaller. Via de regra os ani-
mais morriam por volta do 4.° dia apds a
inoculagio e de todos foi possivel isolar, na
maior parte das vezes, em cultura pura, o
microrganismo.

Stravss & col. ¥ admitem que os casos ful-
minantes verificados tanto nos animais como

no homem, representam apenas uma pequena

parcela das infecgbes existentes. Inquéritos
sorolégicos realizados na Taildndia e no Viet-
nam comprovaram esta hipbtese mostrando
uma prevaléncia relativamente alta de anti-
corpos em grupos selecionados de pessoas nor-
mais. Nos animais domésticos também, além
da ocorréncia de reagentes, principalmente
entre caprinos e ovinos, extensas lesbes de me-
lioidose tém sido encontradas em animais apa-
rentemente normais. Todos estes achados in-
dicam que a infecgdo ou doenca assintomati-
ca pode ocorrer. Pesquisa bastante interes-
sante e que serviu para elucidar alguns aspec-
tos curiosos da bioecologia da melioidose, foi
realizada também por STrauss & col. . Es-
tes Autores examinaram 1.592 amostras de so-
ros da populagiio da Malasia abrangendo dife-
rentes grupos populacionais que tinham dife-
rentes caracteristicas de habitagio e ocupagfo.
Os exames sorolégicos indicaram que os anti-
corpos contra a P. pseudomallei se encontra-
vam bastante distribuidos na populagdo. Ve-
rificaram ainda que existia uma estreita in-

fluéncia do tipo de vegetagio e a ocorréncia na
populacio de anticorpos em titulos significan-
tes. Assim, a percentagem de titulos hemaglu-
tinantes em individuos que trabalhavam em
arrozais variou de 15,4% a 22,9% ao passo
que para as outras ocupagbes relacionadas com
outros tipos de vegetacio a média de reagen-
tes foi de 3%.

REDFEARN & col.** em estudo pormenori-
zado da distribuigdo da P. pseudomallei veri-
ficaram que todos os lugares, onde haviam sido
descritos casos de melioidose, estavam situa-
dos entre 20° de latitude Norte e 20° latitude
Sul (Fig. 2). Contudo a infecgdo j4 foi des-
crita fora desta regifio como, por exemplo, nos
Estados Unidos 2.

Laws & HALL ™ que observaram casos de
melioidose na Australia, fizeram também ob-
servagbes relativas as condigfes climaticas da-
quela regido, que durante os meses de janeiro
a margo sdo bastante semelhantes as nossas no
que diz respeitc & temperatura média e indice
pluviométrico.

Recentemente, por ocasido da visita ao Bra-
sil, do Dr. A. D. Alexander, do “Walter Reed
Army Medical Center”, especialista em lep-
tospirose da W.H.O. e também estudioso
da melioidose tivemos a nossa atengéo desper-
tada para a possibilidade da ocorréncia do
agente da melioidose entre nés.  Aumentou a
nossa curiosidade a proximidade de nosso Es-
tado dos 20° latitude Sul (Fig. 2), as nossas
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Fig. 2 — Localidades onde ocorreram casos de melioidose.
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Cada triangulo indica &rea onde

pelo menos um caso diagnosticado bacteriologicamente tenha sido descrito .
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condicBes climaticas, bem como a existéncia
no Estado de Sdo Paulo, de plantagbes. de
arroz submetidas -ao processo de irrigagio
artificial. Saliente-se entretanto, que até o

presente momento, nenhum caso foi descrito

entre noés, quer na espécie humana, quer enire
0s animais,

MATERIAL E METODOS

Durante os meses de janeiro, fevereiro e
marco de 1972, foram colhidas, de arrozais
das regiBes de Pindamonhangaba e Campinas,
455 amostras de 4gua em diferentes dreas das
culturas em questio (*). As amostras foram
coletadas em tubos estéreis 18 x 18 em quan-
tidade aproximada de 30 ml e enviadas ao
laboratério para exame.

Preparo de soro hiperimune

Antigenos (Escala de Mac Farland, tubo
n.® 3) mortos pelo calor, preparados com a
amostra 7919 de P. pseudomallei (**), fo-
ram inoculados por via intravenosa em coe-
lhos adultos para a obtengo de soro hiperimu-
ne, uma vez que coldnias suspeitas da bactéria
podem ser submetidas a triagem através da
aglutinagio em ldmina * 2. Os animais foram
inoculados em dias alternados com doses cres-
centes de 0,5 a 8 ml durante 15 dias e san-
grados 6 dias apés a ultima inoculagdo. O
soro obtido foi capaz de aglutinar em lamina
antigeno padrdo concentrado (Escala de Mac
Farland, tubo n.° 10) até um titulo de 1:30
quando colocados em quantidades idénticas
soro e antigeno.

Todas as amostras de dgua foram examina-
das por diferentes técnicas seletivas deseri-
tas® % %1% uma vez que a natureza do ma-
terial altamente contaminado dificulta o iso-
lamento do microrganismo. As amostras de
dgua, ndo concentradas, eram remetidas ao
laboratério e semeadas diretamente com uma
alga de platina em placas cortendo 4gar nu-
triente com penicilina e polimixina ™.

Cerca de 15 ml de cada amostra de dgua
era também semeada em 15 ml de meio de
Mac Conckey duplamente concentrado, con-
tendo cristal-violeta na proporgdo de 1:100.000
além de penicilina e polimixina nas concen--
tragdes de 20 u/ml e 200 p/ml respectiva-
mente, de modo que, apés a adigio da agua
a ser examinada, a concentragio de cristal
violeta passasse a ser 1:200,000 e a de anti-
bibticos 10 a 100 p/ml respectivamente,

Apés 72 horas de incubagio a 37°C o cres-
cimento obtido neste meio era semeado em
4gar-glicerol (3%), com penicilina, polimi--
xina e cristal violeta na proporgdo 1:200.000 *,
O propésito da adigdo de glicerol era o de
facilitar o aparecimento das colénias rugosas
caracteristicas da espécie bacteriana pesquisa-
da. As placas eram entfo incubadas a 37°C
durante pelo menos cinco dias.

Cerca de 1 ml de cada grupo de cinco cul-
turas em meio de Mac Conckey liquido eram
misturadas em um tubo estéril e desta mistura
1 ml era inoculado por via subcutinea em
hamsters jovens. Todo animal morto era ne-
cropsiado e sangue do coragio colhido asseti-
camente era semeado em meio de igar-glice-
rol com penicilina, polimixina e eristal vio-
leta procedendo-se, em seguida, a incubago
das placas, por periodo mais prolongado, con-
forme ja foi descrito.

Amostras de dgua conceniradas

Os restantes 15 ml de cada amostra de
dgua eram colocados em um baldo estéril até
totalizar um volume aproximado de 1.000 ml
sendo em seguida tratados com uma solucgo
de alumen de potissio de acordo com o mé-
todo recomendado por Laws & Harr*, Cer-
ca de 50 ml do precipitado era entfo semeado
em 50 ml de meio liquido de Mac Conckey
duplamente concentrado adicionado de cristal
violeta e antibidticos.

Foram obtidas 9 aliquotas assim tratadas
que apds incubagfo foram inoculadas indivi-
dualmente em hamsters e semeadas em agar-
glicerol com antibiéticos e cristal violeta.

(*) Amostras gentilmente coletadas pela Dra. Regina E. de Melo Amaral, Chefe da Seccdo de Mico-
logia Fitopatoldgica do Instituto Biolégico de Sdo Paulo
(**)  Amostra enviada pelo Dr. A. D. Alexander do "Walter Reed Army Medical Center, Washington,

D.C. — USA
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Ideniificacgo das colbnias suspeitas

Todas as colbnias suspeitas eram submeti-
das a prova de oxidase * e em seguida se po-
sitivas eram repicadas para tubos com agar
nutriente para testes sorolégicos, de aglutina-
¢do em lamina, conforme recomendam varios
Autores % 2, '

Todas as culturas selecionadas com base
em ambos os testes eram examinadas bacterios-
copicamente e em seguida bioquimicamente
de acordo com a metodologia preconizada por
"HucH ® a saber: teste de OF, utilizagdo do
citrato de Simmons, redugfo de nitratos, cres-
cimento a 42°C, crescimento em meio minimo
contendo 4cido Beta-hidroxibutirico e oxida-
¢do do gluconato. Além destes foram realiza-
dos os seguintes testes recomendados por ALE-
XANDER ' ¢ Cowan & STEEL!: produgio de
indol, urease ¢ H.S (em T.A.F.), hidrélise
da gelatina, verificagdo de crescimento em
meio de SS e em caldo simples contendo 4%
de cloreto de sédio, producio de acetil-metil
carbinol e oxidacio da glicose, lactose, malto-
se, manitol e sacarose. Foram também utili-
zados os meios A e B de King especificos pa-
ra facilitar a producdo de pigmentos *,

RESULTADOS

De quase todos os tubos, com meio de Mac
Conckey duplamente concentrado e adiciona-
do de penicilina, polimixina e cristal-violeta
isolaram-se nos ‘meios sélidos por material
examinado em média 2 a 3 tipos diferentes de
microrganismos.

- Por outro lado a inoculagdo da cultura li-
quida em hamsters permitiria favorecer o iso-
lamento da P. pseudomallei, caso a contami-
nacdo resistente aos impedientes acrescenta-
dos mascarasse o aparecimento de algumas
colonias da bactéria procurada. N&o se ado-
tou exclusivamente este altimo método por-
que se encontram na literatura citagGes da
ocorréncia de algumas amostras de P. pseu-
domalle pouco virulentas ®, A semeadura di-
reta fazia-se ainda necessiria devido & possi-
bilidade de existéncia, na cultura em meio de
‘Mac Conckey, de outras bactérias mais viru-
lentas para os animais de experimentacio,
vindo a mata-los antes do periodo em que nor-

malmente ocorre a morte de animais inocula~
dos com amostras de P. pseudomalle:.

Tanto por semeadura direta como por iso-
lamento através da inoculagio em hamsters
foram selecionadas 30 culturas que no exame
preliminar mostraram-se como suspeitas, isto
é, eram oxidase positivas e aglutinavam li-
geira ou fortemente como o soro hiperimune.
Quinze destas amostras, apesar de apresenta-
rem por vezes odor teldrico citado como carac-
teristico da espécie P. pseudomallei, foram
em seguida eliminadas em virtude de se com-~
portarem como F na prova de oxidagfo-fer-
mentagio e foram classificadas como prova-
velmente, pertencentes ao género Aeromonas.
Nao foram realizados outros testes para a
confirmacio do género e determinagio de
espécie destas amostras,

Dez outras amostras produziram alcali em
tubo aberto na prova de OF e foram classifi-
cadas como Pseudomonas diminuta por apre-
sentarem o seguinte comportamento bioqui-
mico: cresceram em citrato de Simmons, re-
duziram nitratos, ndo oxidaram o gluconato de
potassio nem produziram acetil-metil carbi-
nol, cresceram as expensas de acido B-hidro-
xibutirico, em meio de Mac Conckey, SS e
em caldo simples com 4% de cloreto de sédio.
Nenhuma das amostras produziu H,S
(T.AF.), urease ou liquefez a gelatina, As
reagbes de oxidagdo da glicose, lactose, mal-
tose, manitol e sacarose foram negativas apos
quinze dias de observagdo. N&o foi observa-
da produgdo de pigmentos em nenhuma das
amostras mesmo quando semeadas em meios
A e B de King.

As restantes cinco amostras apresentaram
comporiamento bioquimico compativel com a
espécie Pseudomonas alcaligenes. Diferencia-
ram-se da P. diminuta porque nio utilizaram
o citrato de Simmons e por liquefazerem a
gelatina, comportando-se de modo semelhante

‘nos demais testes.

Nenhuma das amostras isoladas apresentou
resultados que permitissem identifici-las co-
mo sendo P. pseudomallei.

DISCUSSAO
Os processos utilizados no presente traba-

lho para se tentar isolar a P. pseudomallei de
agua de arrozais, em termos de eficiéncia, po-
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Ovos de Schistosoma mansoni nio ficaram
visualizados em trés pesquisas parasitologicas
executadas com as fezes, mediante utiliza¢do
do método quantitativo de Kato; porém, a
quarta procura, 20 por grama, viaveis, pude-
ram ser contados. Em fragmentos retais, ob-
tidos por biopsias, eles também eram percep-
tiveis, exibindo condigbes de viabilidade.

A cifra de eosinéfilos (6% ou 450 por
mm?) ao hemograma afigurou-se a Ginica cons-
tatagdo anormal no que concerne aos resulia-
dos de varias apreciagbes subsididrias levadas
a efeito e representadas pelas reagbes sorolo-
gicas para o diagnéstico da sifilis, pela anélise
rotineira de urina e pelas dosagens de bilirru-
bina, de colesterol, de fosfatase alcalina, de
mucoproteina, de proteinas e fragbes e de tran-
saminase glutdmico-pirdvica no soro, como
ainda pela cistocopia; o sedimento urinario
ndo continha ovos de helmintos. A eletrofo-
rese das proteinas séricas indicou muito dis-
creta diminuicio da taxa de albumina e, res-
pectivamente, aumento pouco sensivel e mode-
rado dos teores de globulinas alfa-1 e beta, sem
modificacdo das cifras do componente gama. A
transaminasemia glutdmico-oxalacética, de 50

- unidades por 100 ml, suplantou um pouco os va-
Jores aceitos como compativeis com normali-

dade. A urografia excretora, pequena area de
calcificagido prostatica pdde ser notada e, pa-
ra o significado e génese do fato, ndo encon-
tramos explicagdo satisfatéria e definitiva.

Quarenta e quatro dias apds o primeiro, ja
mencionado, novo espermograma mostrou sé-
men leitoso, com os mesmos grios, compostos
entio de espermatozéides, leucéeitos e ovos
nfo vidveis de Schistosoma mansoni.

Para’ terap€utica especifica usamos o “Hy-
canthone”. A dose escolhida, de 3 mg/kg, foi
administrada pela via intramuscular e con-
duziu & cura parasitolégica, determinada por
seis pesquisas nas fezes, praticadas mensal-
mente, através do processo de Kato; ovos tam-
bém nfo eram perceptiveis no esperma um
semestre depois da injecdo do composto ci-
tado.

E preciso deixar patente que a hemosper-
mia, macroscopicamente caracterizada, teve a
duracfio limitada e transitéria de mais ou me-
nos vinte dias ¢ essa evolugiio independeu da
ado¢do de qualquer conduta terapéutica.

52

DISCUSSAO

Os fatos relatados permitem, acreditamos,
consignar os comentirios a seguir enumera-
dos.

1) A hemospermia nfo faz parte, comu-
mente, do conjunto de sinais e sintomas atri-
buiveis 4 esquistossomiase, pelo menos ao se-
rem valorizados os informes. disponiveis. As
publicagbes sob a responsabilidade de Arms-
BRUST 2 e de AREAN?, que contém casuisticas
de elevado porte, atestam, além disso, a rela-
tiva raridade de comprometimentos dos seto-
res genital e urinario, no decurso da helmin-
tiase em questdo.

2) A duraglo do sinal clinico em foco, que
conduziu ao diagnéstico da verminose, foi
pouco pronunciada e nfo dependeu da insti-
tuigio de tratamento especifico.

3) Frisamos que, sob o ponto de vista se-
miolégico, ndo ficaram percebidas anormali-
dades concernentes as esferas genital e uri-
naria. Explicagio aceitivel e satisfatéria pa-
ra a calcificagio prostitica notada nio nos
ocorreu.

4) O processo quantitativo de Kato indi-
cou positividade do exame das fezes, com 20
ovos de Schistosoma mensoni por grama, que
consubstancia parasitismo ndo exageradamen-
te acentuado, desde que mensurado dessa ma-
neira. K necessario destacar também que era
a intestinal a modalidade clinica da doenga.

5) Devemos admitir, para justificar o su-
cedido, a participagdo de vermes adultos ovi-
pondo, a par de localizagBes nos plexos veno-
sos pudendos e migragbes por anastomoses com
o sistema da veia mesentérica inferior.

6) Ao relatar a observagio que realizamos,
apenas tivemos a intencdo de registrar mani-
festacio ndo usual no ambito da esquistosso-
miase. Paralelamente, sugerimos a execucdo
de estudos apropriados e sistematizados, ten-
dentes a estabelecer a freqiiéncia de acordo
com a qual tém lugar a hemospermia em par-
ticular e outros comprometimentos, traduzidos
por expresses clinicas e ligados aos aparelhos
genital e urinirio em geral, no que diz res-
peito a essa verminose.
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SUMMARY

Presence of blood in sperm due to mansoni
schistosomiasis: Case report

The Authors present a case of mansoni
schistosomiasis, intestinal form, in which a
transient presence of blood in sperm has occur-
ed. The diagnosis of the worm infestation was
established by the finding of - Schistosoma
mansoni eggs in the sperm during the exami-
nation of this latter for the blood in there.
The worm disease was not suspected pre-
viously.

Due to the uncommon presence of blood in
sperm of patients with schistosomiasis, in the
Authors’ judgement it 'was worth registering
such an occurrence. It is quite important to
report the uncommon organic localizations of
that disease not only to establish the frequency
‘with which they do occur but "also for prac-
tical purposes.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AREAN, V. M. — Lesions caused by Schistoso-
ma mansoni in the genitourinary tract of men.
Amer. J. Clin. Path. 26:1010-1021, 1956.

ARMSBRUST, A. F. ~— Lesdes geniturinirias na
esquistossome mansoni. Hospital (Rio) 38:177-
210, 1950.

CAMPOS, R.; CIMERMAN, B.; FIOCCHI, C. &
INACIO, W. — Nota sobre o encontro de ovos
de 8 mansoni no esperma. Rev. Soc. Brasil. Med.
Trop. 5:315-317, 1971. ‘

MADDEN, F. C. — Two rare manifestations of
bilharziasis. Lancet 2:754-755, 1911.

MAKAR, N. — Some surgical aspects of bilhar-
ziasis. X Cong. Soc. Intern. Chirurg, (Cairo)
3:477-524, 1935,

PINTO, C. & ALMEIDA, A. F. — Formas clini-

cas da esquistossomiase mansoni no Brasil. Rev.
Brasil. Med. 2:636-652, 1945. '

Recebido para publicacdo em 2/6/1972.

53






